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緒 論
近 年 多 くの作 物 にお いて 遺伝 子 導入 に よ る育種 が試 み られ,新 しい育 種 法 と し
て注 目され てい るが,オ オム ギ にお いて は培 養細 胞 か らの植 物体 再 分化 や プ ロ ト
プ ラス ト培養 が 難 し く,遺 伝子 導 入 に よ る育種技 術 の 開 発 も進 ん では いな い.
この よ うな状 況 を考慮 して 本研 究 では,オ オム ギ の組 織培 養 の 品種 比較研 究 を
展開 して再 分化 能 の高 い 品種 を 見い だ し(第1章),こ の 品種 の高 い再 秀 化能 の
遺伝 性 に つい て検 討 す る とと もに(第2章),再 分化 能 に影響 を及 ぼす 各種 要 因
の検 討 を行 った(第3章).そ して,こ れ らの検 討 を基 礎 に して,オ オ ムギ に お
い て も,パ ー テ ィクル ガ ン法 によ って 遺伝 子 導入 が 可能 で あ る こ とを実証 した も
の であ る(第4章).
第1章 再 分 化 能 の 品 種 変 異
本 実 験 で は,世 界 各 地 か ら収 集 した 品 種 や 近 縁 野 生 種 の 再 分 化 能 等 の 評 価 を行
っ た.は じめ に,世 界 各 地 の269在来 品 種 を供 試 して 完 熟 胚 培 養 で の カ ル ス 形 成
能 お よ び 再 分 化 能 の 品 種 変 異 を 調 査 した と こ ろ,カ ル ス 形 成 能 に は 幅 広 い 品 種 変
異 が 認 め られ た が,不 定 芽 は 再 分 化 せ ず,不 定 根 の み が 形 成 さ れ た.不 定 根 発 生
率 と各 種 遺 伝 形 質 と の 関 係 を 検 討 し た 結 果,栽 培 オ オ ム ギ の 地 理 的 分 化 と密 接 な
関 わ り を 持 つ 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型(尻 尻2型 と 尻 βあ 型)と の 間 で は 有 意 な 相
関 が 認 め られ,尻 鋭2型 の 方 が 高 い 値 を 示 した(Table1).し か し,条 性,
皮 ・裸 性 お よ び エ ス テ ラ ー ゼ 同位 酵 素 遺 伝 子 型 と は 無 関 係 で あ る こ と が わ か っ た.
次 い で,未 熟 胚 を 用 い て 培 養 を行 っ た と こ ろ,供 試87品 種 に は 不 定 芽 再 分 化 率
に つ い て 幅 広 い 変 異 が 認 め ら れ た.不 定 芽 再 分 化 率 と 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型 と の
関 係 を み る と,完 熟 胚 培 養 に お け る 不 定 根 発 生 率 の 場 合 と 同 様 にb亡 β亡2型
が 尻 尻2型 に 比 べ て 有 意 に 高 か っ た(Table2).こ れ ら の こ と に よ り,カ ル ス
か らの 器 官 再 生 が 小 穂 非 脱 落 性 遺 伝 子 型 と 関 係 す る こ と を 示 した.
近 縁 野 生 種(∬orゴθα〃5poη舌8ηθ召刀お よ び ∬.a8●rfoopf飴oη)95系統 に つ い て 未
熟 胚 培 養 を 行 い,カ ル ス 生 長 量 お よ び 不 定 芽 再 分 化 率 を 栽 培 種(∬.レ 召188rθ)の
調 査 結 果 と比 較 し た.11.8pO刀施ηθぴ皿と π.a8rfoorf紬0ηの 間 で は,カ ル ス 生 長 量
お よ び 不 定 芽 再 分 化 率 に 差 は 認 め られ な か っ た(Table3)。 ま た,近 縁 野 生 種
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と栽培 種 の 間で カル ス 生長 量 お よび 不定 芽再 分 化 率 を比 較 す る と,両 形 質 とも'に
栽 培種 の 方が 高 い値 を 示 す もの の,有 意 差 は認 め られ な か っ た.し か し,ア ル ビ
ノ再分 化 率 は明 らか に近縁 野 生種 が 高か った.こ の ことは,近 縁 野 生種 が 再 分化
時め葉 緑 体形 成 に関 して栽 培 種 とは 異 な った特 性 を 有 す る こと を示 唆 す る.
以上 の 実験 か ら,オ オ ム ギで は未 熟胚 培 養 を行 う こ とに よっ て再 分化 す る培養
系 を作 る こ とが で き る こ とを示 した.そ して,不 定芽 再 分化 率 が特 異 的 に高 い 品
種Leninsを見い だ した.
第2章 未 熟 胚 由 来 カ ル ス か らの 再 分 化 能 に 関 す る 遺 伝 解 析
第1章 で 見 い だ し た 不 定 芽 再 分 化 率 の 高 い 品 種Leninsを用 い て,そ の 特 性 が ど
の よ う に 遺 伝 す る か を 検 討 し た.Leninsは継 代 培 養 に よ り旺 盛 な カ ル ス 増 殖 を 示
.し,また1個 の 未 熟 胚 か ら多数 の 不 定 芽 を 再 分 化 す る能 力 を有 し・て い た(Table4).
そ こ で,こ の 品 種 を 共 通 親 と して 培 養 特 性 の 異 な る5・品 種 に ト ッ プ 交 雑 を 行 い,
F1,.F2およ びBCユに お け・る 未 熟 胚 培 養 で の カ ル ス 増 殖 能 お よ び 再 分 化 能 の 遺 伝 性
に つ い て 解 析 を行 っ た.調 査 対 象 形 質 と して,カ ル ス 増 殖 能,再 分 化 率.およ び 不
定 芽 再 分 化 指 数 を 用 い た.な お,F、 お よ びBC1の 分 析 で は 継 代 培 養 を 行 い,F2分
析 は 培 養 当 代 に つ い て 調 査 を 行 っ た.
カ ル ス 増 殖 能 と再 分 化 率 に つ い て み る と,F、 の:平均 値 は 高 い 親Leninsに近 い 値
を 示 した(Table・5,6).一 方,・F2集団 の 分 析 で は カ ル ス 増 殖 能 に つ い て は 連 続
変 異 を示 す こ と か ら,複 数 の 遺 伝 子 の 関 与 が 示 唆 さ れ た(Fig.1)1ま た,再 分
化 率 に っ い て も 調 査 した す べ て の 組 合 わ せ のF、集 団 が 連 続 変 異 を 示 し,複 数 の 遺
伝 子 が 関 係 して い る と.思わ れ た(Fig.2).不 定 芽 再 分 化 指 数 に 関 して み る と,
6721との 組 合 せ のF2集 団 は 不 連 続 な 分 布 を 示 し,指 数5.6と9.2の と こ ろ で 区 切 っ
た場 合,そ れ ぞ れ の 区 分 に 含 ま れ る個 体 数 は1:2=1の分 酷 比 に 適 合 した(Fig.3).
6721xLeninsのF1に6721を戻 し交 雑 した 場 合 に は,BC、個 体 の 頻 度 分 布 は2項 的
な 分 布 を 示 し,1:1の 分 離 比 に 適 合 し た.こ れ ら の こ・と か ら,こ の 組 合 せ で は 不
定 芽 再 分 化 指 数 に1個 の 主 働 遺 伝 子 が 関 係 して い る と考 え られ た.そ の 他 の 組 合
せ のF2集 団 は す べ て 連 続 変 異 を 示 した,不 定 芽 再 分 化 指 数 の 場 合,6721以 外 の 品
種 と の組 合 せ のF.1およ びF2集 団 の 平 均 値 が 中 間親 よ り も低 くな っ た こ とか ら,'67Z1
以 外 の 品 種 に は抑 制 要 因 の 存 在 が 考 え られ た(Table7).
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以 上 の結 果か ら,カ ル ス増 殖能,再 分 化 率 お よび 不定 芽再 分化 指 数 に は複数 の
遺伝 子 が関 係 して い る こ とが 考 え られ た.し か し,こ れ らの形 質 は比較 的遺伝 率
が 高 く,高 再分 化 品種Leninsの特 性 を他 の 栽 培品 種 に付 与 す る こ とが で きるもの
と推 論 した.
第3章 再 分 化 能 に 影 響 を 及 ぼ す 各 種 要 因 の 解 析
こ こ で は,そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 型 に お い て 再 分 化 能 に 影 響 を 及 ぼ す 各 種 要 因 の 検
討 を 行 っ た.
ま ず,胚 の 発 育 段 階 を 受 粉 後'日数 に よ っ て4段 階(受 精 後 約2週 間 の 胚 を 基 準
と し て ス テ ー ジ1と し,以 降 一 週 間 毎 にII,IIIおよ びIVと し た)に 分 け,胚 の 発
育 段 階 が カ ル ス 形 成 能 お よ び 再 分 化 能 に 及 ぼ す影 響 を 調 査 した.そ の 結 果,す べ
て の 品 種 に お い て 誘 導 さ れ る カ ル ス の 形 態 が ス テ ー ジIIIで変 化 した.ま た,供 試
19品種 中17品 種 の 再 分 化 率 も ス テ ー ジIIIで大 き く低 下 し た(Table8).こ の こ
と か ら,ス テ ー ジII(受 精 後3週 間)と ス テ ー ジIII(受精 後4週 間)の 間 の 時 期
に 起 こ る 遺 伝 子 発 現 の 変 化 が,カ ル ス の 形 態 お よ び 再 分 化 率 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ
す と考 え られ た.
次 に,DNAメ チ ル 化 限 害 剤 で あ る5-azacy七idine(5-azaC)で未 熟 胚 を処 理 し,
カ ル ス 形 成 能 お よ び 再 分 化 能 に 及 ぼ す 影 響 を 調 査 し た.ス テ ー ジ1で は 長 時 間 処
理 に よ り関 東 二 条5号 とK-3でカ ル ス 形 成 率 が 低 下 し た が,そ の 他 の 品 種 で は カ
ル ス形 成 に 対 す る 影 響 は 認 め られ な か っ た.無 処 理 区 で の 再 分 化 率 を み る ど,供
試 し た7品 種 は 再 分 化 率 の 低 い グ ル ー プ(ア サ マ ム ギ,Wecah,Igri),中 程 度
.のグ ル ー プ(関 東 二 条5号,K-3,GoldenPro皿is)お よ び 高 い 品 種(Lenins)の
3つ に 分 け られ た.再 分 化 に 対 す る5-azaC処理 の 影 響 を み る と,Lehinsは処 理 に
よ り再 分 化 率 が 低 下 し た が,低 お よ び 中 程 度 の 品 種 で は 再 分 化 率 が 上 昇 し た
(Table9).
ス テ ー ジIIの 胚 を 用 い た と き に は,カ ル ス 形 成 率 に 関 す る 影 響 は 認 め ら れ な か
っ た.再 分 化 率 で は,Leninsおよ びIgriを除 い た 他 の 品 種 で そ れ らの 値 を 高 め る
効 果 が 認 め ら れ た(Table10).処 理 時 間 に よ る 違 い は あ る が,5-azaC処理 は ス
テ ー ジ1の 胚 と同 様 に ス テ ー ジIIの 胚 に 対 して も」 再 分 化 率 が 中程 度 以 下 の 品 種
に 関 して は 再 分 化 率 を 高 め る効 果 が あ るセ 思 わ れ た.ス テ ー ジII正の 胚 に つ い て は,
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処 理 の効 果 が認 め られ な か っ た.以 上 の結 果 か ら,DNAの脱 メチ ル化 が 再 分 化能
に影響 す る可能 性 を 示唆 した.
カルス 誘導 お よび再 分 化 に 関 す る光 条 件 の影響 を調.査した.対 照 区は全 て の培
養期 間 を16時間 日長 で行 った.処 理 区 と して カル ス 誘導 時 の み を暗黒 条件 に した
DL区とカル ス 誘 導お よび 再 分 化 を暗 黒 条 件で 行 い,そ の後,光 馴 化 させ たDDL区
.を設 け た.そ の結 果,関 東 二条5号 と、K-3ではDLおよびDDL処理 区の 方が 対照 区にヒ
比 べ て 高 い 再 分 化 率 を 示 した.そ れ に 対 して,ア サ マ ム ギ,Weca血,Go正denPro皿is
お よ びLeninsでは 暗 条 件 で カ ル ス 誘 導 も し く は 再 分 化 を行 う こ と に よ り再 分 化 率
が 低 下 した(Table11).こ れ ら の こ とか ら,光 条 件 は 再 分 化 率 に 大 き な 影 響 を
及 ぼ す が,そ の効 果 は 品 種 に よ り異 な る こ と が 明 ら か と な っ た.
以 上,本 実 験 で は 胚 の 発 育 段 階 が 再 分 化 率 に 強 く 影 響 す る こ と,お よ び
5-azaC処理 や 光 条 件 の 与 え 方 等 に よ っ て も 再 分 化 率 が 左 右 さ れ る こ と を 示 した.
第4章 パ ー テ ィ ク ル ガ ン法 に よ る遺 伝 子 導 入 系 の 確 立
未 熟 胚 お よ び 未 熟 胚 の 切 断 片 を 標 的 組 織 と して,パ ー テ ィ ク ル ガ ン 法 に よ る遺
伝 子 導 入 を 行 う と と も に,導 入 効 率 に 関 わ る 各 種 条 件 の 検 討 を 行 っ た.な お,導
入 遺 伝 子 と し て 除 草 剤 ビ ア ラ フ ォ ス 耐 性 遺 伝 子(わ8r)と β 一Glucuronidase遺伝
子(GUS)を,イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 あ る い は トウ モ ロ コ シ の ユ ビ キ チ ン 遺 伝 子
の プ ロモー タ ー に接 続 し,異 な る プ ラス ミ ドに組 み 込 んだ もの を使 用 した(Fig.4).
導 入 実 験 は,同 種 の プ ロ モ ー タ ー に 接 続 した わar遺伝 子 と0〃5遺伝 子 を 含 む2種 の
プ ラ ス ミ ドを1:1の比 率 で 混 合 して,co1-transformationを行 っ た.
導 入 条 件 の 検 討 は θ〃5遺伝 子 の トラ ン ジ ェ ン ト発 現 を 調 査 す る こ と に よ.り行 っ
た.パ ー テ ィ ク ル ガ ン 照 射 前 の 培 養 期 間 と θ〃5遺伝 子 の 発 現 と の 関 係 を み る と,
標 的 組 織 の サ イ ズ に よ っ て も 異 な る が0〃3遺伝 子 の 発 現 は 前 培 養 期 間 が2～4日
間 の 時 に 最 も 高 か っ た(Fig.5).照 射 時 の 標 的 組 織 の 置 床 方 法 は 中 心 部 に 配 置
(S法)す る よ り,中 心 を 避 け て ドー ナ ヅ状 に 配 置(C法)し た 方 が,ま た プ ロ
モ ー タ ー は イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 方 が ト ウモ ロ コ シ ユ ビ キ チ ン
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー よ り トラ ン ジ ェ ン ト発 現 は 高 か っ た(Table12,13).こ
れ ら条 件 を 検 討 し つ つ 遺 伝 子 導 入「を 行 っ た 結 果,108個 体 の ビ ア ラ フ ォ ス 耐 性 植
物 を 得 る こ と が で き た(Table14).導 入 効 率 は 全 実 験 区 の 平 均 で10.4%であ っ
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たボ そ して,得 られ た植 物 のな かか ら任 意 に15個体 を選 んで サ ザ ンハ イ ブ リダイ
ゼ ー シ ヨン を行 い,こ れ らが確 か に トラ ンス ジェ ニ ッ ク植 物 で あ る こと を確 かめ
た・ 蓼お ・ 最終 的 に得 られ た 耐性 植 物体 の 獲 得効率 に 関 しては ・ 前 培養 は5Eし
未 熟 胚 の サ イ ズ は0.5～0.8m,プ ロ モ ー タrは イ ネ の ア ク チ ン 遺 伝 子 の 場 合 が 高
か っ た(Table15)・ 以 上,本 研 究 で 見 い ・だ した 高 再 分 化 品 種Leninsでは パ ー テ
ィ ク ル ガ ン法 に よ る 遺 伝 子 導 入 が 可 能 で あ る こ と を 実 証 した.こ の こ と は,高 い
不 定 芽 再 分 化 率 を 持 つ 品 種 に は 遺 伝 子 導 入 育 種 が 可 能 で あ る こ と を 示 して い る.
総合考察
本研 究 で は世 界 各地 か ら集 めた 多数 の 品種 を供 試 して,組 織 培 養 の際 の再 分化
率 の調 査 牽行 い,高 い再 分化 率 を示 すLeninsを見 い だ した.Leninsの高 い再 分化
率 の 遺伝 性 を検 討 した と ころ,こ の性 質 は 比較 的遺 伝 率 が高 く,現 在 栽 培 され て
い る ビー ル ムギ な どの実 用 品種 た 交雑 等 を通 じて付 与 で きる もの と考 え られ た.
一方 ,再 分 化率 は未 熟 胚 の発 育段 階,5-azacy七idine処理 お よ び培 養 時 の光 条 件
に よ って影 響 を 受 け るこ とを示 した.以 上 の 実験 を基 礎 に して,再 分化 率 の高 い
材 料 を用 い,培 養 条 件 に十分 な考慮 を払 え ば,パ ーテ ィ クル ガ ン法 によ りオ オム
ギ に高 い効 率 で遺 伝 子導 入 がで きる こと を示 した.今 後 オ オム ギ の育種 にお いて
は,従 来 の交 雑 育種 抵や 突然 変.異育 種法 な どに加 え て,本 遺 伝 子導 入法 も利用 し
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博士(農 学)の 学位を授与するにふさわ しいものと判断した。
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